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Modtaget 



Den foreKggende opfindelse angSr et selengaeiprodukt til brugi fisdevarer, kosttilskud eller 
IsBgemidler, og som indeholder betydelige og ensartede msngder af letfordejeligt og 
veltolerabelt, organisk bundet selen. Endvidae angfir opfindelsen en fremgangsmide tU 



af en &rdevare, et kosttilskud eller et laegemiddel. 
KENDTTEKNIK: 

Selen er et gnindstof, som er essentielt i menneskets emaning. Tilfiairsel af s^en deer 
gennem kostoi, som imidlertid bar et vaiierende indhold af selea I store dele af venten 
10 dyrkes afgnadermedringe indholdaf selen, idetmsengdenaf dette gmndstof i jordbunden 
erbeskeden. 

Betydningrai af selen for mennesket er fastslfiet gennem et stem antal undeisagelser. 
Selen indbygges i forskellige organiskemoldgrler, herunder isBraminosyrer. 1 -selenome- 
thionin, selenocystein, selenocystin og selenoetfaionin er de vigtigste forbindelso^. Sden 
15 indgSr s41edes i proteiner, der har strukturel belydning i kroppen. Endvidere er selen en 
vigtig bestanddel af en rekke enzymer, som har indflydelse p5 stofekifte, forplantning, 
kraefiforebyggelse, immunforsvar og psyke hos mennesket CRayman, M.» The unportance 
of selenium to human health. Lancet 356:233-241 (2000)). 

pa grund af det ofte utilstraekkelige indhold af selen i almindelig kost er det hensigtsnues- 
20 sigt at til&re selen i fonn af berigelse, kosttilskud eller laegemidler. Disse kan have et 
indhold af uoiganisk selen som f.eks. seloait, eller de kan best&af organiske kilder, herun- 
der selengaer. Der » vaesnitUg forskel p& absoiptioh og toksidtet afuor^misk og organisk 
selen,idetuorganiskefoibindelsersaedvanligvbaIjsorberesbetydeligtddrligere,ogtillige 
er mere toksiske end organiske kilder til selen. En ofte anvendt kilde til organisk selen er 
25 gaer med indhold af selen. 
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Ved dyrkning af gaer er det muligt at tilfiare naeringsmediet selen i fonn af uorganiske 
forbindelser, herundernatriumselraitognatriuinselmat Selen» dertilfOTesnasrmgsmediet 
pfi denne xn&de, optag^ i vid udstraskning af gsr og indbygges i orgaoiske forbindelser, 
hraunder l-selenomethionm. 

5 Selengasr kan fremstilles ved brag af en raekke arter af gaer, heninder Saccharomyces 
cerevisiaey Saccharomyces boulardii sequela og SaccharoTtryces torula, og ved anvendelse 
af forskellige dyrkningsbetingelsen Herved kan dannes et variabelt udvalg af or^uiiske 
forbindelser af selen i gsren. Reproduc^barhed ved brog af kendte fremgangsmfider 1^ 
vs^e utilfiredsstillende. DfirligFeproducerbarhed bar givet aniedningtil man^ende accept 

10 af selengasr hos myndigheder, forskere og forbragwe. Den Videnskabelige Komit6 for 
Fedevarer angiver, at l-selenometliionin*indholdet i selengs^ varierer mellem 20 og 50%. 
(European Commission, Scientific Committee on Food, Opinion on substances for nutri* 
tional purposes which have been proposed for use in the manufacture of foods for particu- 
lar nutritional purposes ("PARNUTS") 12. maj 1999, side 5. Scientific Committee on Food 

15 on the Tolerable Upperlntake Level of Selenium, I Loktober2000,side2). Tilanvendelse 
i kosttilskud eller Is^midler er det vigtigt, at de va^endige foibindelser af selen (specier) 
forekommer i ensartet koncentration. Dette muligger langtidsstudia af betydningen af 
selen, hvor reproducerbariieden fiajnodukdontil produkticm ^af afg0rendebe^dnm for 
tolkning og anvendelse af resultater fia studieme. 

20 Selengsr som handelsvare fi-emstilles almindeligvis ved dyrknmg p& melasse, som har 
varierende sammenssetning. Det er kendt fira litteraturen, at forskellige typer af selengaer 
giver aniedningtil varierende optageligjied og dmned afvrigende respons (Clausen, J. m.fl., 
A comparison of ten selenium supplemmtation products, Selenium in Medicine and Bio- 
logy, Walter de Grayter & Co 305 -14(1 988)). En raekke patenter beskriv^ dyrkning af 
* 25 selengfler med forskellig koncentration af selen. S&ledes beskriver US Patent 4.530.846 
^ dyrkning af selengsr med omkring 1.000 ppm selen. Patentet angiver imidlertid ikke,. 
hvorledes selen er bundet i gaeren, eller i hvilket omfang fi-emgangsm&den kan reprodu- 
ceres. 
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Patentans0gning W098/37172 omhandlerligeledesdyrkningoganvendelse af selengaer. 
FremgangsmSden ved dyrkning indebserer opblanding af et vandopteseKgt salt af selen 
med et naeringsmediuni, hvorefter dette tilfiares en vandig opslaemning af gaer. Den frem- 
komne selengar bar et indbold af selen, der ikke opdeles i konstante, entydige forbindel- 

5 srar.MuIighedforatopn&ensartetudbytteogsammensaetningafselenforbindelsererheUer 
ikke beskrevet 

Det er kendt, at gaer og andre mikroorganismer kan dyrices p& et medium, som indeholder 
et mindstemai af naeringsstofifer, et sfikaldt minimalmedium. Imidlotid anvendes denne 
fremgangsmftde ikke i almindelighed industrielti fordi den kan vaare forbundet med ringe 
10 udljytteogufiBisketsammensaetningaf mikroorganismeme. Deterderforoveizaskende, at 
man ved dyrkning p& et minimalmedium i overensstemmelse med denne opfindelse kan 
opna et godt udbytte og en reproducetbar sammensaetning af selengaer, som er optimal i 
menneskets emaering. 

Naervarende opfindelse angSrsftledes en fremgangsmfidetUficmstillingafetgaBipiodukt, 
15 som indeholder betydelige og ensartede msengder af ford0jeligt, organisk btmdet selen. 
Denfiraibragte ger eretpulver, der kan anvendes direkteellerp&saBdvanligmade presses 
til tabletter. Disse kan maikedsfiaxes som &devare, kosttilskud eller tegemiddel. 

KORT BESKRIVKT ST ? AF OPFINnFT f^ T ^ ; 

Opfindelsen angSr derfor i et fiorste aspekt et selengawprodukt til brag i fiwJcvara-, kosttil- 
20 skudeUerIaBgemidIer,somerejendommeKgtvedetindholdaforganiskeselenfoibindelser 
pa mellem 1.000 og 1.600 ppm, fortrinsvis mellem 1.100 ppm og 1.500 ppm, mest for- 
trinsvis mellem 1.200 ppm og 1.400 ppm, at indholdet af 1-selenomethionin konstant 
udgOT mindst 55% af det samlede indhold af selen,' og at indholdet af uorganiske sel^or- 
bindelser udgerr hcrjst 1% af det samlede indhold af selen. 
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Det fremkomne produkt er tillige karakteriseret ved en human absorption p& mere end 
85%. 

I et andet aspdct angfir opiindelsen en fremgangsm&de tU fremstilling af et selenga^ro- 
dukt tU brag i &rdevarer, kosttilslcud eller laegemidler, hvorved gseren dyikes under aerobe 
5 foihold, hvilken fremgangsm&de er ejendommelig ved 

i) at nasringsstofifer tilledes gaeren under dyrkningen i et omfan& som svaier til omsaetnin- 
g&i af disse naeringsstoffer i ^eren; 

ii) at ghicose og^eller maltose er eneste kilder til carbon i tilLsbsmediet; 

iii) at koncentrationoi af ^lanol under dyrkningen ikke overstiger 1%, foretrukket 0^%, 
10 og mest foretrukket 0»2%; 

iv) at pH under dyrkningen opretfaoldes meUem 4,0 og 6,0, foretrukket mellem 4,4 og 5,7, 
mest foretrukket mellem 4,7 og 5,4, sSsom 5,0; 

v) at tillebanedi^ iblandes et vandopkrsefigt salt af selrai i en msengde svaiende til mellran 
1.000 og 1.500 ppm, beregnetp&trastof i gasren. 

15 I et tredje aspekt angfir opfindelsen et selengaeiprodukt fremstillet ved fremgangsm&den 
if0lge opfuidelsen. 

I et ^erde aspekt angSr opfindelsen en fiardevare, ^ kosttilskud eller et laegemiddel, som 
om&tter et selengsraprodukt i&lge opfindelsen. 

9 

I et femte aspekt ang&r opfindelsen anvendelse af selengsrproduktet ifblge opfindelsen til 
20 firemstilling af en fedevare, et kosttilskud eller et laegemiddel. 
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DETALJERET BESKRIVELSE AF QPFTNnPJ.RKKr- 

F0r den detaljerede geimemgangaf opfindelsens forskelli^ udfienrelsesfoxmer skal enrsk- 
ke specifikke for opfindelsens hovedaspekter relevante betegnelsw defin^es. 

Definitioner. 

S Mininialmedium: Medium, der indeholder den mindste msengde af nsringsstofifa, som 
cr nadvendig for at opnk vadcst af gger. 

Fannaceutisk kvalitet: Egenskaber vedprodukter, som er beskrevet i en national fannako- 
p6. 

Startmedium: Blanding af vand og 0vrige nsringsstofifer, der podes med gsr. 

10 Tillabsmedium: Nasringssto£fer, der tilfiares startmedium/kuItureneftOTpSsastningaf gao*. 

Zak-metoden: FremgangsmSde til dyricmng af gssr, hvorved denne pfisasttes et startme- 
diuni^hvorefterderunder aerobe foifaoldtil&r» Til- 
fisrsel af nasringsstofifer sker under aerobe forhold med en hasti^ied, der svarer til optagel- 
sen af disse naeringsstofFer i gaer. Herved dannes der ved korrekt styring kun lidt alkohol, 
15 Den dannede alkohol omsaettes af gaeren i den sidste del af dyrkningpn, Metoden er klas- 
sisk og betegnes Z-metoden. Den er som princip udviklet af Soren Sak og beskrevet i 
dansk patent nr. 28S07 (1921). 

Human absoxption: Forskel mellem indtaget masngde isotc^ og udskilt msngde isotop i 
afOsorlng. Human absorption beregnes i procent af den indtagne masngde isotop. 

20 De hidtil kendtemetodertil fremstillingaf selengaetprodukter benytter som omtalttidligere 
hovedsageligt melasse som carbonkilde, og der hvor der er brayttet et ^ucosebaseret me- 
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dium, W098/37172, afviger denne metode fra metoden i&lge opfindelsen, idet der ikke 
til stadi^ed sikres en tilfarsel af nsringsstofifer og selen, der svarer til cellevacksteiL 
Endvidere sker iblanding af selen over et forholdsvis kort tidsrum^ hvilket vanskeligger 
dannelse af organiske foibindelser af selen, der har ssrlig betydning i menneskets emae- 
5 ring. 

Na^ringsstoffer til dyrkningaf gaer i&lge opfindelsen omfatter kilder til carbon ognitrogen 
samt mikronseringssto£fer i form af vitaminer og mineralen Carbon skal vaere i en form, 
der umiddelbart kan optages under dyrkningen. Det m& derfor vaere letoplsseligt i vand og 
have en sammensstning, der mnligger omsastning ved hjaelp af de enzymer, som findes 
i gaeren. Hertil kan regnes ^ucose og maltose, som kan c^renses til g}ucosesinq> p& en 
sftdan m&de, at de kan anvendes som nsringsstof for mikroorganismer, der producerer 
fedevarer, kosttilskud eller lasgemidler Som kilde til nitrogen er det muligt at g0re brug 
af uorganiske forbindelser, herunder ammoniak. Denne m& have en sSdan renhed^ at der 
ikke forekommer toksicitet eller dannelse af U0nskede forbindelser. Gasrens stofskifte er 
ikke fuldstsendig kendt, hvorfor det er n0dvendigt at tilfare mikronsringsstofiTer i form af 
gsrekstrakt, som er beskrevet i £annakop£. 

Gaer ifolge opfindelsen kan s&ledes fremstilles pi grundlag af r&varer i &rmaceutisk 
kvalitet, der sammensasttes p& en sftdan mfide, at gaeren har et mindstemSl af nasringsstofifer 
til r&di^ed for va&kst. En typisk firemgangsm&de ved dyrkningaf gssren vil omfatte neden- 
20 stfiendetrin: 

1) Tilvirkning af naeringsmedium 

2) Podning med pdsastningsga^ 

3) Dyrkning 

4) H0st 
25 5)Vask 

6) Varmebehandling 

7) T0rring 
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Tilvirkningaf na&ringsmediuin skervedoplesning af sukk^tofiS^^ vitamins ogmineraler 
i vand, der opvannes til meliem 24 og 37*^C, fortrinsvis mellem 26 og 34®C, og bedst 
mellem 28 og 32*'C inden pdsstning af g^. 

Podning med pSsastningsgasr sker til det fa^dige og opvarmede nsringsmedium, idet 
5 gasrcelleme opslemmes i mediet under omr0ring med en firekvens p& mellem 1 og 2 Hz. 
Selengaer kan fremstilles ved brug af en rsekke arter, herunder Saccharomyces cerevisiae^ 
Saccharomyces bmdardii sequela og Saccharomyces torula. Blandt disse er Saccharomy- 
ces cerevisiae genmlt at betragte som en art, der er velegnet til menneskelig indtagelsei 
og den bar en udhredt anvendelse til firemstilling af br^d og alkohoL Til fremstilling af et 
10 selengaexprodukt ifolge opfindelsra er det en fordel at benytte en produkdonstamme, som 
er genetisk stabil og derved mindre tilbejelig til at undergft mutation. I en udfiBrelsesform 
ifolge den foreliggende opfindelse benyttes sMedes stammen ATCC Nr. 74.366, uden at 
opfindelsen dog er begrsnset hertiL 

Dyrkning finder sted p& grundlag af nsringsmedium, der til vixkes som et srarli gt minimal- 
15 mecUum og podes med den ovenfor beskrevne pfisastningsgsBT. Btid^dere til&res ydtf li- 
geie carbohydrater i foim af glucose o^eller maltose. Som kilde til nitrog^ iblandes en 
vandig oplesning af ammoniak. For at sikre storst mulig vaekst og modvirke dannelse af 
alkohol tilledes store msngder luft, fortrinsvis atmosfa&risk luft, der indeholder tilstrskke- 
lig oxygen. Ved firemstiUing i stor m&lestok er det i praksis vanskeUgt at opnfi en fuldstaen- 
20 dig oxydering. Dette kan asndre ga^rens nasiingsbehov en smule. Standsning af dyrkningen 
sker ved en koncentration af gsr p& c& 4% w/w, beregnet p& det samlede indhold af nae- 
lingsmediimi og gaer. TilfieTsel af naeiingsstoffer sker under aerobe forhold med enhastig- 
hed, der svarer til optagelsen af disse nssringsstoffer i gjasr. Hoved dannes d» ved koirekt 
styring kun lidt alkohoL Den dannede alkohol omssttes af gaer^ i den sidste del af dyrk- 
25 ningen. 

I praksis styres tilledningen af naeringstoflfer i den rette maengde ved lebende at mile den 
msngde alkohol i form af edianol, som dannes under vseksten. Hvis tilledningen af 
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nssringstofTer sker for langsomt, vil der ikke dannes alkohol, og hvis tilledningen sker for 
hurtigt, vil der dannes beQrdelige msengder af alkohol. Den til enhver tid tilstedevaerende 
mamgde af alkohol hm derfor ikke overstige 1%, foretrukket 0,5%» og mest foretnikket 
0,2%. Endvidere kan pH af vsekstmediet benyttes som en indikator for opretholdelsen af 
5 den rette balance mellem forbrugog tilledning af naeringsstoffer, ogpH kontrolleres ogre- 
guleres derfor under vaeksten sSledes, at denne holdes mellem 4,0 og 6,0, foretrukket mel- 
lem 4,4 og 5,7, mest foretrukket mellem 4,7 og 5,4, sSsom 5,0. 

H0st indebaem adskillelse af dm dyrkede ga^ fira nasringsmediet Dette sker bedst ved 
cmtrifugering, hvorved der frentikommer en koncentreret gaerfLsrde, som indeholder ca. 
10 20%gaErw/w. 

Vask har til formal at fjeme overskydende naeringsstofifer i gasrAaden. Den foregfir mest 
hensigtsmaessigt ved tilledning af vand, hvorefter der foretages centrifugering, sSledes at 
der fi:emkommer gaerflcde. P& denne m§de vaskes gaeren 2 til 6 gange og fortrinsvis 4 gan- 
ge, hvorved praktisk taget alle ekstracellulasre nasringsstoffer fjemes fra g^erfleden. 

15 Varmebehandling gennemfsres med henblik p& at draebe gaercelleme» sSledes at den heri 
forelK)mmendeselenbUvertiIgcngeligvedmennesketsford0jelse.Vamiebehan^ 
fearer tillige en vidtgSende sprasngning af gaercelleme. En hensigtsmaessig varmebehand- 
ling kan gennemf0res som pasteurisering i pladevarmeveksler ved en temperatur pi 87**C 
og en holdetid p& 30 sek. 

20 T0ning af ganen kan ske ved almindelige fiemgangsmSder til tonring af organisk materia- 
le, hOTunder fiyset0rring, tromlet0ning, bakketearring eller forstevningstarring, fortrinsvis 
forst0vningst0rring. Ved forstennningsterring sker fj^else af vand ved en indgangstem- 
peratur for luft p& mellem 160 og 240**C, fortrinsvis mellem 1 80 og 220®C og bedst om- 
kring 200**C. Udgangstemperaturen kan i sammenhaeng hermed vaere fra 70 til 90*^C, 

25 fortrinsvis 80 til 90^C og bedst omkring Z6^C. Det fremkonme pulver har et indhold af 
vand pS mellem 4 og 9%, fortrinsvis mellem 6 og 9% og bedst omkring 8%. Pulveret kan 
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efter&lgende behandles ved befugbiingmed vand ogefterfislgende terring, hvorved evnen 
til s&nere at optage vand forbedres. 

Selengasr i&lge opfindelsen kan anvendes til fremstiUing af ISsrdevarer, kosttilskud eller 
Isegemidler, enten som eneste kilde til selen eUsr i kombinaticm med andre selenholdige 
5 ingredienser. 

Opfindelsen angSr derfor ogs& en fiardevare, et kosttilskud eller et Isgemiddel, da som 
kilde til selen anvender selengasr i&lge (^findelsen. 

I en udf0relsesform for opfindelsen omfatter anvendelsen et produkt, der indeholder 
sprsngemiddel, flydemiddel samt selengasr. Denne blanding trykkes til en tablet med et 
10 indhold p& mellem 25 og 800 fig selen, saerligt mellem 40 og 300 fig selen og issr SO til 
200 ^g selen per tablet. 

Opfindelsen vil ud over det her beskrevne anvendelsesomr&de dog ogs& kunne anvendes 
til andre typer fierdevarer, der enskes beriget med sel», sSsom mel, andre pulverformige 
&devarer samt drikkevarer. 

IS Opfindelsen belyses nasrmere ved hjaslp af de efter&lgende eksempler. 

EKSEMPLER 

EKSEMPEL 1 

I dette eksempel anvrades en fermentor med et rumfang pfi 0,014 m^. 
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Der fremstilles et nseringsmedium med Mgende sammensstning af r&var^ i farmaceudsk 
kvalitet ved begyndelse af dyrkmngen: 



Vand 


Ph.Eur. 


5.400 g 


Glucosesinq) 


Ph.Eur. 


31,8 g 


KH2PO4 


Ph.Eur. 


25 g 


Ammoniakvand 2,5% 


Ph.Eur. 


114 g 


Biotin(0,01%) 


Ph.Eur. 


2,1ml 


Iliiaininhydrodilcnid (1,0%) 


PhJBur. 


2,5 ml 


Calciumpantothenat 


PhJBur. 


0,08 g 


Gflsrekstrakt 


USP 


75g 


Jemsulfat 


Ph.Eur. 


0.10 g 


Magneshimsulfat 


Ph.Eur. 


5,0 g 


Mangansulfat 


Ph.Eur. 


0,033 g 


Zinksulfat 


Ph.Eur. 


0.033 g 



15 Efter mdstiUingaftemperaturentU30''CibIandesS gpS^ 

medium geimemblaeses med steril atmosfsmsk luft i en msngde p& 20 liter pn min. Om- 
roring foregSr med spindel med en frekvens p& 17 Hz. Til regulering af pH anvendes 
svovlsyre, swedes at pH holdes mellem 4J og 5,4. Det kontrolleres, at edianol ikke over- 
stiger 0^%, og koncentrationm af ethanol holdes ievrigt s& test ved 0 som muligt. 

20 Under dyrkningen iblandes nsringsstoffer i tillcbet i fblgende msngde: 

Glucosesirup Ph.Em*. L060,5 g 

Ammoniakvand 2,5% Ph.Eur. L451 g 

Endvidere iblandes natriumselenit i ammoniakvand 2,5%, s&ledes: 



25 Natriumselenit 



PIlEut. 



1,2758 g 
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Tilledning af glucosesinip, ammoniakvand og natriumselenit sker med en hastigjhed, der 
svarer til omsastning af stofTeme i ga^en. Dette kontroUeres ved til stadig^ed at mftle dan- 
nelse af alkohol. Koncentration af alkohol holdes tset p& 0. 

Tilfarsel af anunomakvand (2,5%) standses efier 18 timer. 
5 Eft» 1 9 timer standses d3rrkningen. 

H0st af gasren sker ved at overfisfre mediet med gseren til en centrifuge. Her adskilles gaer- 
fl0de fra overskydende medium i lobet af 5 min. Den s&ledes fremkomne ^rflede med 
et indhold af terstof pi ca. 20% iblandes 5.000 g vand. HareftCT centrifugeres gaerblandin- 
gen igen. Vaskevandbortskaffes, ogden frraikomne gaerflede iblandes 5.000 g vand. Pro- 
10 cessen gmtages 4 gange for at adskille gaerceller fia medium. 

Den vaskede gasrflede &r^ gennem en pladepasteur, hvor den udsasttes for en varmebe- 
handling ved 87°C med en holdetid pa 30 sek. Umiddelbart efter varmebehandling aflc0les 
ga&rfl0den til 4^C i en pladepasteur. Masngden af ga&rfbde er 1.897^ g. 

Gasrfl0den over&res til en fiyset0rrer, Efter indfrysning ved -40^C i 24 timer sublimerer 
15 vandetil0betaf 18 timer. Der fiemkommerherved 380 gt0rretselengaer med et vand ind- 
hold p& 0,2% og en koncentration af selen p& 1 380 ppm i torstof. Emasringsmaessige egen- 
skaber og reproducerbarhed af det sMedes &emstillede selengasrprodukt fastsasttes s&ledes 
som beskrevet nedenfor i eksempel 2, 4 og 5. 

m 

20 GdST fremstilles i overensstemmelse med eksen^el 1 a ovenfor, men der anvendes en fer- 
mentor med et rumfang p& ISO m^. Naeringsmediet sammensasttes af tilsvarende bestand- 
dele i det samme indbyrdes forhold og bar en sanolet vsegt p& 56.848 kg. 
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Tilledning sker i form af glucosirup og ammoniakvand 2,5% p& samme m&de som i eks- 
empel 1 a. Da medg&r heitil 13.500 kg glucosesirap og 1.410,5 kg ammoniakvand 25%. 
Selen i fomi af natriumselenit iblandes i en msengde p& 15 kg. Tilledningra af ammomak- 
vand standses efter 18 timer, og dyrkningen standses efter 19 timer. 

S Vask og vannebehandiing af gasren foregSr efter principper som beskrevet i eksempel 1 a 

Tarring af gseren sker ved foi^t0vningst0rrmg i tenret^ med roterende forstcverhjul. Fre- 
kvens af forsteverhjul ssettes til 167 Hz. Temperatur af luft til t0rrmg indstiUes til 200^C, 
fremkommer en udgangstemperatur p& Den samlede mamgde pulvw med et 
vandindhold pfi 7% udg0r S.03S kg. Koncentration af selen er 1355 ppm p& tarstof. Er- 
10 naeringsmasssigeegenskabn ogreproducerbaAed af det sfiledes firemstillede selengsrpro- 
dukt fastsasttes s&Iedes som beskrevet nedenfor i eksempel 2, 4 og 5. 

EKSE^P>EL2 

Ford0jelig|ied og absorption af selengser 

15 ^ ^) fo Vftro for^jfflighed af se|en 

Som grundlagfor bestemmelse af in vitro fordojeli^edaf selenga^ anvendes en videreud- 
vikling af Plantedirektoratets metode 9. 1 af 1 5. november 1 994 til bestemmelse af enzym- 
ford0jeligt organisk stof hos svin (EPOS svin). FremgangsmSden er sndret, sSledes at den 
svarer til forholdene i menneskets fordajelse. Enzymer, der kannedbryde cellulose, indgfir 
20 s&ledes ikke i denne in vitro undersegelse. 

Princippet er behandling med pepsin, efterfulgt af p&virkning med pancreatin. Uoplest 
pr0vemateriale£[ltieresfraogt0rres. Vedat samm^oldebestramielseraf selmi denop- 
rindelige prave med indhold i filtrat og retentat beregnes fordejeligheden af selen. 
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Swedes blandes selengaer ved pH 2,0 mod pepsin og inkuberes ved 40^C i 75 min. efter- 
fiilgt af behandling med pancreadn ved pH 6,8 ved 40*'C i 3 timer og 30 min. Herefter fil- 
treres ved brag af vakuimi, og indliold af selen i benholdsvis filtrat og retentat bestemmes. 
Ihdhold af selen i filtratet i procent af samlet indhold af selen i proven er udtryk for in vitro 
5 fordejelig^ed af selengaeren. 

Der opnSs en selenga^ med fiarlgende karakteristika: 

Ford0jeligt selen: 99% 

2 b^ In vivo absorption og retention af selen 

Som gnmdlag for bestemmelse af in vivo fordojelighed indgives selengaer i&lge opfindel- 
1 0 sen, hvor der til dyrkning er anvendt en stabil isotop med et indhold af selen-77 pS 99,3%. 
Da naturligt forekommende selen kun indeholder 7,8% Se-77 og samtidigt indeholder 
49,82% Se»80, er det muligt ved m§ling af disse isotope via ICP-MS inductively Coup- 
led Plasma - Mass Spectrometry) at bestemme andelen i humant materiale, der stammer 
fra en sSdan tilfisrsel af isotop. 

1 5 Bestemmelse af in vivo absorption, relation ogbiotilgsengelig^ed sker ievrigt som falger. 

Til 12 mandlige deltagere i alderen fra 20 til 55 &r indgives en engangsdosis selengaer 
svarende til 300 ^g selen-77. Deltageme opsamler i en periode p& 5 dage faeces og urin, 
ogd^tagesiperioden 11 bloc^rover.Tilkontrolforopsamlingaf feecesogiirinm^ 
benholdsvis PABA ^para-amino-benzoic-acid) og plast-r0r, der kan genfindes dels i uiin 
20 og dels i faec« som kontrol p& opsamlingen. Den absorb^rede msengde selen-77 bestem- 
mes ved at sammenholde indtagelse af selen-77 med udskillelse gennem faeces. 
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Retentionen (den tilbageholdte masngde) bestenunes som indg^vet tracenxiasngde minus 
udskillelse via faeces og urin i forhold til den indg^vne tracOTnaengde. Blodpi0veme 
anvendes til at beskrive pharmakodynamikken. 

Der opnSs fialgende karakteristika for absorption og retention af selengaeroi ifierlge opfin- 
5 delsen: 

Absoiptionen er 89%. Retentioncai er 74%. 

1 Tn vivo dosis/tesDons ved lanetidsindtaeelse 

En gruppe p& 49 personer indtog blindet i en sammenhsngeode periode p& 2 flr dagligt en 
tablet med indhold af 0, 100, 200 eller 300 jig selen i form af selengaer efter opfindelsen. 
10 Endvidere indtog deltageme geimem faden den masngde af selen, som findes naturligt i 
kosten (ca, 50 jig/dag). Efler 2 Srs forlcb, hvor ligevaegt mellem optagelse og udskillelse 
er opn&et, blev indhold af selen i helblod bestemt 



Folgende resultater blev opgjort: 



Indtagpr. dag 


Antal deltagore 


Mddelvsrdi 


Optagelse af 


Stigning i for- 


(Mg) 




af 


selen pr. ^g 


hold til 






selen i helblod 




placebo (%) 












0 


17 


95,6 




0 


100 


11 


177,2 


0,816 


85 


200 


8 


307,6 


1,06 


222 


300 


13 


440,8 


1,15 


361 




15 

P& grundlag af ovenstSende ud&ld kunne en lineaer saimnoihsBng mellem indtaget dosis 
af selengser og indhold af selm i helblod &stslfis og udttykkes p& &Igende m&de: 

Selen i helblod Qig/l) = 1,12 x indtag (jig^dag) + 38 

Den fimdne respons p& selengaer ifialge opfindelsen overgSr, hvad der tidligere er beskrevet 
5 for gaersel^ (Sdiraiizer, G.N.. Selenium in human nutrition, Bioinorganic Chemistry, 
8:303-318(1978)). 

1 S\ MMing af hivirlcnlnoer ved lanetidsindtagelse 

Selengaer i&lgeopfindelsenidoserpft 100, 200 eller300ngeller placebo blevienperiode 
p& 1 - 2V2 Sr ^vet til 806 personer i 4 ligeligt fordelte grupper. Perioden omfatter ca. 1400 
10 personSr. I deime periode blev der unders0gt for tolerance og bivirkninger hos samtlige 
peisoner. 2,6% (21 af de 806 personer) rapjwrtaede bivirkning«:. Fot randonuseringen 
blev brudt, blev bivirimingeme katagoriseret som ratrai milde (17 personer), moderate (4 
porsoner) eller alvorlige (0 personer). 

Efter brydning af landomisering^ viste bivirkningme sig at fordele sig tilfseldigt p& 
15 gruppeme, idet 8 relaterede sigtil placebo, 8 til 200 ngSe og6 til 300 ng Se. Detkonklu- 
deredes, at bi>drkiungeme var insignifikante og ikke relaterede sig til selmgsr i&lge op- 
findelsen. 

TaiCSEMPEL3 

Tablet: 

20 Fremstilling af tablet af selengser i&lge opfindelsen sker ved anvendelse af folgmde in^ 
grediensK-: 



Selengsr efler opfindelsen 



Tablethjaslpestoffer: 



mikrokiystallinsk cellulose 
silichimdioxid 
magnesiumsalte af fedisyrer 
dicalciumphosphat 
bydro?^ropylmethylcelluIose 



5 Flydemiddel: 

Ovofladebehandlingsmiddel: 



talkum 



Farvestof: 



titandioxid 



Ingredi^eme blandes p& ssdvanlig mftde og presses til tabletter, sMedes at hver tablet 
10 indeholder 100 selen hidrarende fra selengasn 

EK$gMPgL4 

Speci^ing af selengsr 

En solengBo: dyrket p& traditionel m&de ved brag af melasse samt 2 batch selengaer i&lge 
opfindelsen blev unders0gt for indhold af forskellige forbindelser af selra. Praveme blev 
15 1 oxy genfiie omgivelser underkastet ^rehydrolyse med thio^ycolsyre som stabilisator. 
Lidhold af seleno-mediionin og natriumselenit blev herefter bestemt ved HPLC mod labo- 
ratoriereferencen 

Selengsr dyrket p& melasse havdeet indhold p&49% selenomethioninaf den ekstraherbare 
ogHFLC-tilgsngelige del, med^ selmgasr i&lge opfindelsen ved to uaflisngigeproduk- 
20 tions-batch viste et indhold p& henholdsvis 72,8 og 72,9% selenometfaionin af den ekstra- 
herbare og HPLC-tilgamgelige del. 

Den ekstraherbare del af totalselen findes som 95 - 101%. Heraf kan ca. 80% unders0ges 
ved brag af HPLC. Den mindste sande msngde af 1-seleno-methionin af totalselen er 
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sSledes 72,8 % x 95% x 80% = 55,3% Den hcgeste mulige sande maengde er ca. 90%. Den 
m&lte maengde af natriumselenit er mindre end 1%. Til bestemmelse af specier af selen kan 
anvendes fremgangsm&de beskrevet af Erik R Laisen m.fl. ^^arsen, E.HL m.£l., J. Anal. 
At Spectrom., 16, 1403-1408,2000). 

5 Der laegges i eksemplet vaegt p§ reproducerbaifaeden snarere end den onidelige sande 
maengde. 

In vivo absorption af selengaer og uorganisk selen 

P& samme m&de som i anvendelseseksempel 2 b blev da indgivet enten selengsr i&lge 
1 0 opfindelsen eller uorganisk seIen-77 til de samme 12 fors0gspersoner. Human absorption 
af de to kilder til selen var henholdsvis 89% for selengaer ifislge opfindelsen og 23% for 
uorganisk selen. 



PatenM>9 
Varemarkestyreben 



PATENTKRAV 



1 5 MRS. 2002 
Modtaget 



1. Selengaerprodukt til brug i fedevarer, kosttUskud eller laegemidler kendetegnet 
ved et indhold af organiske selenfoibindelser p§ mellem 1 .000 og 1 .600 ppm, fortrinsvis 

5 mellem 1 . 100 ppm og 1 .500 ppm, mest fortrinsvis mellem 1 .200 ppm og 1 .400 ppm, at 
indholdet af 1-seIenomethionin konstant udgiar mindst 55% af det samlede indhold af 
selen, og at indholdet af uorgardskc selenfoibindelser udger hegst 1% af det samlede 
mdholdafselen. 

2. Fremgangsm&de til fremstilling af et sdengarprodukt til brug i fisdevarer, kosttilskiid 
10 eller tegemidler, hvorved gaeren dyrkes pi et minimalmedium under aerobe foihold 

kendetegnet ved 

i) at MHcingsstoffertilledesgaBrrai under dyriaringenietomfang, sMnsvarertilomsaetnin- 
gen af disse naning^toffer i ganen; 

ii) at ^ucose og^eller maltose er eneste kilder tU carbon i tilkfbsmedie^ 

15 iii) at koncentrationen af ethanol under dyrkningen ikke overstiger 1%, foretrukket 0,5%, 
og mest foretrukket 0,2%; 

iv) atpH under dyrkningen t^redioldes mellem 4,0 og 6,0, foretrukket mellem 4,4 og 5,7, 
mest foretrukket mellem 4,7 og 5,4, sSsom 5,0; og 

v) at tUl0bsmedietiblandesetvandopl0seUgt salt afselenienmaengdesvarende til mellem 
'■20 1.000 og 1.500 ppm, beregnetp&t0rstofi gaeren.' . 

3. Fremgangsm&de ifiarlgekrav 2, kendetegnet ved, atmiriimalmedietersammensat 
af r&varer af fiirmaceutisk kvalitet 
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4. Fremgangsm&dei&lgeethvilketsomhelstafIcmvene2-3, kendetegn^ ' 
at gsrenomfatterenarttilhOTendesIflegtenj^^ fortiinsvhSaccharonoh 
ces cerevisiae^ Saccharomyces boulardii sequela og^eller Saccharomyces torula. 

5* Fremgangsmdde i&lge krav 4, kendetegnet ved, at gasren er Saccharomyces 
5 cerevisiae. 

6. Selengaerprodukt i&lge krav 1, fiCTistillet ved firezngangsm&den i&lge krav 2 - S. 

7. Fodevarekendetegnet ved,atdenomfatteretseleng£iproduktiM 

8. Kosttilskud kendetegnet ved, at det omfatter et selengasrprodukt ifolge krav 6. 

9. Lsgemiddel kendetegnet ved, at det omfatter et selengsrprodukt i&Ige krav 6. 
10 10. Anvendelse af selengasrproduktet ifolge krav 6, til fiemstiUing af en &devare. 

1 1 . Anvendelse af selengsiproduktet i&lge krav 6, til firemstilling af et kosttilskud 

12. Anvendelse af selengsrproduktet ifolg^ krav 6, til firemstilling af et Isgemiddel 



for Pharma Nord ApS 
Chas.HudeA/S 




Patent-oa 
Var^^rkestyrelsen 

1 Vks. 2002 
Modtaget 
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SeIeng8Bii»odukt, firemgangsmft^ til fiemstilling af et selengaerprodukt samt anvendelse 
af produktet til fremstilling af en fisdevare, et kosttilskiid, eller et laegemiddel. 



SAMMENDRAO. 



Selengaerprodukt til brugi fierdevarer, kosttilskud eller Isgemidlo-, som indeholderbetyde- 
S lige og ensaitede mseag^ letfordegeligt organiskbundet selen, hvori indholdet af organi- 
ske selenfcnbindelser er pi mellem 1.000 og 1.600 ppm, fortriosvis mellem 1 . 100 ppm og 
1.500 ppm, mest fortrinsvis mellem 1.200 ppm og 1.400 ppm, og hvori indholdet af 1- 
selenome^onin konstant udgOT mindst 55% af del samlede indhold af selen, og hvori 
indholdet af uor^uiiske selaiforbindelserudgBfrhcgst 1% af det samlede indhold af selen. 
10 Endvidere firemgan^mlde til fremstilling af et selengaerprodukt til brag i fcdevarer, 
kosttilskud eller Isgemidler, hvorved gaeren dyrkes pi et minimalmedium undra* aerobe 
forhold, samtidigt med at naeiingsstoffer tilledes ^ren under dyrkningen i et omfang, som 
svarer til omsastningen af disse naeringsstofrer i gaeren; at glucose og/eller maltose er ene- 
ste kilder til carbon i tillebsmediet; at konc^xtradonm af ethanol under dyrkningen ikke 
15 overstiger 1%, foretrukket 0,5%, og mest foietrukket 0,2%.; at pH under dyrkningen 
oprettioldes mellem 4,0 og 6 A foretrukket mellem 4,4 og 5 J, mest fmetrukket mellem 
4 J og 5,4, sfisom 5,0; og at tilLsbsmediet iblandes et vandoploseligt salt af selen i en 
maengde svarende til mellem 1.000 og 1.500 ppm, beregnet pk t0rstof i gaeren. 
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